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(57) Abstract 

The invention discloses a proteinic product extracted from non-pathogene bacillus and comprising proteins, peptides and other 
molecules obtained from the cellular lysis over at least one or the two speculated and thermal resistant bacillus strains, in natural or 
modified form, and selected among a first group comprised of strains of B. Lichenifonnis, B. Qrcujans X B. Pumflus. B. Macerans. B. 
Amilolicuofaciens; a second group comprised of strains of B. Cereus 1, B. Cereus 2, B. Lentus 1, B. Lentus 2; a third group comprised of 
strains of B. Subtilis: a fourth group comprised of strains of B. Mesentericus. The invention also relates to a process for die preparation of 
the proteinic product, compositions which contain it and its use in the preparation of medicaments for the treatment of diseases related to 
syndromes of immunodeficiency, self-immunity, neoplasic processes, degenerative diseases, inflammatory intestinal diseases and infectious 
diseases. 



(57) Resumen 



Se describe un producto proteico extrafdo de bacilos apatogenos que comprende protemas, peptidos y otras moleculas, obtenidos a 
partir de lisis celular de al menos una de las de cepas de bacilos termorresistentes y esporulados, naturales o modificadas, y seleccionadas: 
un primer grupo compuesto por cepas de B. Ucheniformis, B. Circulans 2, B. Pumflus, B. Macerans, B. Amilolicuofaciens; un segundo 
grupo compuesto por cepas de B. Cereus 1. B. Cereus 2, B. Lentus 1, B. Lentus 2; un tercer grupo compuesto por cepas de B. Subtilis; 
un cuarto grupo compuesto por cepas de B. Mesentericus . Tambien se describe un procedirniento de preparacion del producto proteico, 
composiciones que lo contienen y su uso en la preparacion de medicamentos para el tratamiento de enfermedades relacionadas con 
smdromes de inmunodeficiencia, autoinmunidad, procesos neoplasicos, enfermedades degenerativas, enfermedades inflamatorias intestinales 
y enfermedades infecciosas. 
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PRODUCTO PROTEICO , PROCEDIMIENTO PARA SU PREPARAC I 6N , 
COMPOS ICIONES QUE LO CONTIENEN, Y SU USO EN MEDICAMENTOS 
CAMPO DE LA TggNICA DE LA INVEHCI6N 

La presente invenci6n se engloba dentro del 
5 campo de los fdrmacos destinados a la prevenci6n y al 
tratamiento de enf ermedades relacionadas con sindromes de 
inmunodef iciencia, autoinmunidad, procesos neoplctsicos , 
enf ermedades degenerat ivas , enf ermedades inf lamatorias 
intestinales y enf ermedades infecciosas. M£s concretamente , 

10 la invenci6n se engloba en el sector de los fdrmacos 
obtenidos a partir de extractos proteicos de 
microorganismos . 

ESTADO DE LA TjCMICA ANTERIOR A LA INVENCI6N 
Los mecanismos de enfermedades relacionadas 

15 con sindromes de inmunodef iciencia, autoinmunidad, procesos 
neopldsicos , enfermedades degenerativas , enfermedades 
infeccionas e inf lamaciones intestinales son complejos y, 
hasta la fecha, no existen f^rmacos que permitan la 
prevencidn y/o el tratamiento de los sindromes relacionados 

20 con los cuadros tipicos de estas enfermedades con un grado 
de eficacia generalizado para los individuos enfermos, y 
que simult£neamente presenten una toxicidad lo 
suf icientemente baja como para que su administracidn sea 
tolerada sin efectos secundarios por el individuo tratado. 

25 En los ultimos tiempos, se han tratado con 

Sxito esperanzador los sintomas del SIDA mediante 
combinaciones de medicamentos . Sin embargo, una parte 
sustancial de los individuos tratados no responde 
favorablemente a estos M c6cteles" de medicamentos que, 

30 ademds son extremadamente caros y precisan un rigido 
programa de administraci6n con tomas muy frecuentes y 
producen efectos secundarios adversos en los pacientes. 

Existe una intensa investigacion basada en la 
creacion de mol6culas artificiales y el aislamiento de 

35 moleculas de productos naturales, para generar fcirmacos que 
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puedan combatir enfermedades de diflcil o imposible 
curacidn como muchas de las anteriormente mencionadas. 
Basicamente, la investigaci6n va dirigida a encontrar 
moleculas que inhiban o bloqueen determinados mecanismos 
5 intracelulares y/o metab61icos que se consideran 
responsables de las enfermedades, tales como las 
enfermedades neopldsicas y enfermedades relacionadas con el 
inmunosistema . 

Otros tipos de tratamientos , tales como los 
10 tratamientos con interfer6n, considerados muy 
esperanzadores en su momento pero criticados en algunos 
sectores filtimamente, son los que combaten las enfermedades 
mediante el fortalecimiento del sistema inmunologico del 
paciente. 

15 En las patentes espafiolas ES-A-348986, ES-A- 

410892 y ES-A-414437 describen "vacunas anticancerosas - y 
su procedimiento de preparaci6n, basadas en extractos 
obtenidos mediante bacteriolisis de cepas de Bacilos no- 
termorresistentes y no-esporulados cuyos lisados 

20 demostraran una relacion positiva en orden a especif icidad 
f rente a suero de enfermos afectados por neoplasias. Las 
-vacunas" descritas en estas patentes espafiolas, si bien 
llegaron a emplearse con £xito en una gran cantidad de 
ensayos clinicos, eran relativamente complicada de preparar 

25 en vistas de que se preparaban en funci6n de cada paciente 
a tratar. 

OBJETQ DE IA INVENCI6N 

Es un objeto de la presente invencion poner a 
disposici6n un farmaco para la prevenci6n y el tratamiento 

30 de enfermedades relacionadas con sindromes de 
inmunodeficiencia, enfermedades autoinmunes, procesos 
neopliisicos y degenerativos, enfermedades infecciosas y 
enfermedades infecciosas intestinales, particularmente para 
la prevencidn y el tratamiento de individuos afectados por 

35 trastornos, como por ejemplo: 
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sindromes de inmunodef iciencias, entre los 
que se encuentran los originados por el SIDA y la 
linfocitopenia T CD4 idiopatica; 

sindromes de autoinmunidad, tales como los 
originados por esclerosis multiple, Lupus eritematoso 
sistemico, artritis reumatdide, espondilitis anquilosante, 
psoriasis y otros de etiopatogenia similar; 

procesos neopldsicos, tales como los originados por 
leucemias, mielomas, linfomas, tumores cerebrales y de la 
medula espinal, cdncer de piel, neoplasia de tiroides, 
neoplasia de gl£ndulas suprarrenales, tumores del aparato 
genitourinario m6sculino y femenino, tumores cardiacos, 
tumores del tracto gastrointestinal, tumores de pleura y 
mediastino f neoplasias de huesos y cartilagos; 

con sindromes relacionados con enfermedades 
degenerativas, tales como la artrosis; 

con enfermedades inf lamatorias intestinales 
tales como la enfermedad de Crohn; 

con todos los tipos de hepatitis; y 

con enfermedades causadas por priones, tales 
como la encefalopatia espongiforme subaguda (enfermedad de 
Creutzf eldt- Jakob ) , 

presentando a la vez una alta eficacia y una pr£ctica 
ausencia de efectos secundarios nocivos para el individuo 
tratado . 

Es otro objeto de la invencidn poner a 
disposicidn un fSrmaco con las cualidades anteriormente 
descritas y que adem&s pueda obtenerse de una forma simple 
y econ6mica. 

Es un ulterior objeto de la invenci6n, poner 
a disposicidn un procedimiento para la obtenci6n de un 
f&rmaco de las cualidades anteriormente descritas, cuyo 
proceso resulte suf icientemente simple y estandarizable 
como para que pueda llevarse a cabo en condiciones 
econ6micas y masivas. 
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DESCRIPCI6N DE LA INVEWCI6N 

Los objetos anteriormente mencionados se 
consiguen mediante un producto proteico que coinprende 
protelnas, peptidos y otras moleculas, obtenidos a partir 
de lisis celular de al menos una de las de cepas de bacilos 
termorresistentes y esporulados, seleccionadas de al menos 
uno de los siguientes grupos: 

un primer grupo compuesto por cepas de B. 
Licheniformis / B. Circulans 2 r B. Pumilus , B. Macerans . B^ 
Amilolicuofaciens, y cepas modificadas de las mismas; 

un segundo grupo compuesto por cepas de B. 
Cereus 1, B. Cereus 2. B. Lentus 1 . B. Lentus 2 y cepas 
modificadas de las mismas; 

un tercer grupo compuesto por cepas de B. 
Subtilis y cepas modificadas de las mismas; 

un cuarto grupo compuesto por cepas de B. 
Mesentericus y cepas modificadas de las mismas. 

En una realizacion de la invencion, el 
producto segun la invencidn comprende 

al menos una primera fracci6n de proteinas, 
peptidos y moleculas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B. Lichenif ormis , 

Circulans 2 . B. Pumilus . B. Macerans . b. 

Amilolicuof aciens ; 

al menos una segunda fraccion de proteinas, 
peptidos y mol6culas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular , seleccionada entre extractos de B. Cereus 1 . B. 
Cereus 2 , B. Lentus 1 . B. Lentus 2 : 

al menos una tercera fracci6n de proteinas, 
peptidos y moleculas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B. Subtilis ; 

al menos una cuarta fraccion de * protelnas, 
peptidos y moleculas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B. Mesentericus . 

En otra realizacidn de la invenci6n, el 
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producto segun la invenci6n comprende 

al menos un primer extracto que contiene 
proteinas, pgptidos y mol^culas, obtenido a partir del 
fraccionamiento celular a partir de cepas de bacilos del 
5 genero Subtilis; 

al menos un segundo extracto que contiene 
proteinas, p§ptidos y molSculas, obtenido a partir del 
fraccionamiento celular de cepas de bacilos del genero 
Cereus; 

10 ~ al menos un tercer extracto que contiene 

proteinas, peptidos y molSculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del g§nero Mesentericus ; 

al menos un cuarto extracto que contiene 
proteinas, peptidos y mol§culas, obtenido a partir de cepas 
15 de bacilos del genero Lichenif ormis : 

al menos un quinto extracto que contiene 
proteinas, peptidos y moleculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del g6nero Lentus; 

- al menos un sexto extracto que contiene 

20 proteinas, pSptidos y moleculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del genero Pumilus. 

Las cepas anteriormente mencionadas estdn 
seleccionadas entre cepas naturales y cepas modificadas. 
Cuando se emplean cepas modificadas 
25 las cepas de bacilos del primer grupo pueden 

ser cepas modificadas CECT FCM-1 4913; 

las cepas de bacilos del segundo grupo pueden 
ser cepas modificadas CECT FCM-2 4914; 

las cepas de bacilos del tercer grupo pueden 
30 ser cepas modificadas CECT FCM-3 4915; 

las cepas de bacilos del cuarto grupo pueden 
ser cepas modificadas CECT FCM-4 4916. 

Las cepas anteriormente mencionadas han sido 
depositadas de acuerdo con lo dispuesto en el Tratado de 
35 Budapest, en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) 
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en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de 
Ciencias Biologicas de la Universidad de Valencia, con 
fecha del 25 de junio de 1997. 

Asi, las cepas modificadas 
5 B. Lichenif ormis . B. Pumilus B. Macerans . 

B.Amilolicuof aciens . han sido catalogadas con el numero de 
dep6sito CECT FCM-1 4913; 

- B . Cereus , B. Lent us han sido catalogadas con 
el numero de deposito CECT FCM-2 4914; 

10 ~ B. Subtilis han sido catalogadas con el 

nfimero de dep6sito CECT FCM-3 4915; 

~~ B . Mesentericus ha sido catalogadas con el 

nfimero de deposito CECT FCM-4 4916. 

El producto proteico tipicamente tiene las 
15 siguientes caracteristicas flsicas: 

Color amarillo 

pH 7,0 ± 0,2 

densidad aprox. 1 - 1,01 

peso molecular 5.000 - 300.000 daltons 
20 La invenci6n tambien tiene por objeto un 

procedimiento para la obtencion de un producto proteico de 

acuerdo con las caracteristicas anteriormente mencionadas, 

que basicamente comprende la siguientes etapas: 

Se selecciona al menos una cepa 
25 termorresistente y esporulada de al menos uno de los 

siguientes grupos : 

- un primer grupo compuesto por cepas de B. 
Lichenif ormis, B. Circulans 2 . B. Pumilus . B. Macerans . B. 
Amilolicuof aciens , y cepas modificadas de las mismas; 

30 ~ un segundo grupo compuesto por cepas de B. 

Cereus 1 , B. Cereus 2. B. Lent us 1 , B. Lentus 2 y cepas 

modificadas de las mismas; 

un tercer grupo compuesto por cepas de B. 

Subtilis y cepas modificadas de las mismas; 
35 ~ un cuarto grupo compuesto por cepas de B^ 
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Mesentericus y cepas modif icadas de las mismas. 

Seguidamente , se anade una inoculacion de 
dicha cepa a una disoluci6n acuosa de un medio de cultivo, 
para obtener un medio de cultivo inoculado. En una 
5 realizaci6n del procedimiento , la disoluci6n acuosa puede 
comprender entre 19 y 200g de un medio cultivo por cada 
litro de agua destilada. Pref erentemente, la disoluci6n 
acuosa se ajusta a un pH de 7. 0+0 , 2 y se esteriliza en 
condiciones en si convencionales, por ejemplo mediante 
10 esterilizacion en autoclave a 121°C + 19C durante 15 a 20 
minutos . 

La temperatura del medio de cultivo inoculado 
se ajusta en funcion de un crecimiento optimo de la cepa. 
Pref erentemente, la temperatura del medio de cultivo 

15 inoculado se ajusta a una temperatura entre 18 a 40°C y se 
aplica ventilaci6n forzada por aire filtrado al medio de 
cultivo inoculado durante toda la fase de crecimiento de la 
cepa, sometiendose el medio de cultivo inoculado a una 
presion de aire de 0,5 a 1 1/min. 

20 Se cultiva la cepa hasta alcanzar una 

densidad 6ptica maxima, obteni£ndose un cultivo que 
contiene una masa bacilar y, seguidamente se obtiene un 
extracto proteico de la masa bacilar. Dicho extracto se 
obtiene mediante las etapas de 

25 - separaci6n de la masa bacilar del cultivo 

hasta obtener bacilos en suspension por ejemplo mediante 
concentracion celular de la masa bacilar en el cultivo 
mediante centrif ugacidn, ciclon u otros procedimientos en 
si convencionales, pref erentemente , antes de la 

30 concentraci6n celular de la masa bacilar se separa y 
analiza una parte alicuota del cultivo antes de la 
concentracion para obtener datos de "bacilos en suspensi6n" 
y tambi£n para obtener datos indicativos del grado de la 
concentracion celular a efectos de poder controlar el 

35 crecimiento bacilar; 
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filtraci6n cruzada sobre un filtro con un 
didmetro de poro inferior a 0,22 micras hasta obtener un 
cultivo concentrado con un rango de concentracidn de 10 a 
20%. 

DespuSs, se soinete el cultivo concentrado a 
diafiltraci6n con intercambio de soluci6n salina 
fisioldgica. En una realizaci6n preferida del procedimiento 
el cultivo concentrado se v soinete a la diaf iltraci6n con un 
filtro de membrana con un tamano de poro igual o inferior a 
0,22 micras. 

A continuaci6n, se prepara un extracto que 
comprende proteinas, peptidos y moleculas que forman el 
principio activo mediante las fases de 

someter el cultivo concentrado a lisis 
celular, mediante un proceso criot§rmico que comprende un 
ciclo con una primera fase a temperaturas entre 2 y 8°C 
durante varias horas y una segunda fase de frio a una 
temperatura inferior a -40°C durante al menos 8 horas, 
preferentemente a - 40 y -50°C durante 8 a 12 horas, y una 
tercera fase en bafio de agua a temperaturas entre 
temperatura ambiente y 70°C # preferentemente a una 
temperatura entre 60 y 70°C, y mas preferentemente a unos 
65°C, y, opcionalmente, una cuarta fase en la que se 
mantiene en reposo el descongelado durante al menos cinco 
minutos. Dicho ciclo se repite al menos dos veces, 
preferentemente 4 veces, hasta que se obtiene un 
concentrado de lisado celular que contiene un resto celular 
y el principio activo; 

separar el resto celular del principio activo 
sometiendo el concentrado de lisado celular a filtraci6n de 
flujo cruzado con diaf iltracidn en una membrana de tamano 
de poro inferior o igual a 0,22 micras con un rango de 
diluci6n de 1:10, para obtener un filtrado de extracto 
proteico bruto que contiene un principio activo que 
comprende proteinas, peptidos y moleculas provenientes de 
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la lisis celular; 

concentrar el filtrado utiliz&ndose un filtro 
de tamafio de poro tal que las proteinas de peso molecular 
superior a 5000 daltons quedan retenidos por encima del 
filtro en una soluci6n acuosa; 

filtraci6n est6ril del filtrado concentrado 
por un filtro de tamafio de poro igual o inferior a 0,22 
micras hasta obtener un primer extracto proteico 
esterilizado que contiene el principio activo. 

En una realizaci6n preferida del 
procedimiento segtin la invencidn, el primer extracto 
proteico esterilizado se mezcla con al menos un segundo 
extracto proteico preparado an<£logamente al primer 
extracto . 

Asa, en una realizaci6n preferente del 
procedimiento, el primer extracto proteico esterilizado se 
obtiene a partir de al menos una cepa de dicho primer grupo 
y el segundo extracto proteico esterilizado se obtiene a 
partir de al menos un cepa de dicho segundo grupo. 

Segun otra realizacion preferida del 
procedimiento, el primer extracto proteico esterilizado y 
el segundo extracto proteico esterilizado, se mezclan 
adem£s con un tercer extracto proteico esterilizado 
obtenido a partir de al menos una cepa de dicho tercer 
grupo, habi^ndose preparado dicho tercer extracto proteico 
esterilizado por procedimientos an£logos a los del 
procedimiento de preparaci6n del primer extracto. 

En otra realizacion aun mcts preferida del 
procedimiento segun la invenci6n el primer extracto 
proteico esterilizado, el segundo extracto proteico 
esterilizado, y el tercer extracto proteico esterilizado, 
se mezclan adem£s con un cuarto extracto proteico 
esterilizado obtenido a partir de al menos una cepa de 
dicho cuarto grupo, habi<§ndose preparado dicho cuarto 
extracto proteico esterilizado por procedimientos anSlogos 
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a los del procedimiento de preparaci6n del primer extracto. 

En las realizaciones preferidas anteriormente 
descritas, preferentemente el primer extracto proteico 
esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT FCM-1 4913, 
5 el segundo extracto proteico esterilizado se obtiene a 
partir de cepas CECT FCM-2 4914, el tercer extracto 
proteico esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT 
FCM-3 4915 , y el cuarto extracto proteico esterilizado se 
obtiene a partir de cepas CECT FCM-4 4916. 

10 • Para obtener un f£rmaco "multiuso" es decir, 

con efectos beneficiosos para prevenir y/o tratar una 
pluralidad de los sindromes m£s arriba descritos, los 
extractos proteicos ester ilizados se mezclan, en 
proporciones iguales, por ejemplo 1:1 cuando se mezclan dos 

15 extractos, 1:1:1 cuando se mezclan tres extractos, y 
1:1:1:1 cuando se mezclan cuatro extractos, en base a sus 
respect ivas concentraciones de protelnas. Claro esta que, 
cuando se desea potenciar los efectos para s61o una o 
algunas de las aplicaciones f armac6uticas m£s arriba 

20 descritas, pueden mezclarse los distintos extractos en 
proporciones desiguales, o puede emplearse s61o uno de los 
extractos . 

La invencion tambi6n se refiere a 
composiciones que contienen el producto proteico, compuesto 
25 por uno o m£s de los extractos proteicos antes citados, 
como ingrediente activo, con un vehiculo f armac^uticamente 
aceptable . 

Ejemplos de tales composiciones f armaceuticas 
son composiciones s61idas, tales como tabletas, pildoras, 

30 capsulas, grdnulos, o liquidos, tales como disoluciones 
liof ilizados, suspensiones y emulsiones, para 
administraci6n oral, ttfpica, parenteral u otras vias de 
administraci6n. Las dosis de estas composiciones dependen 
de su formulacidn, el m<§todo de administracion asi como el 

35 lugar de la administraci6n, el individuo a tratar. Otros 
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factores tales como la edad, el peso corporal, sexo, dieta, 
duracion de la administracidn, velocidad de excrecidn, 
condici6n del individuo tratado, combinacion con otros 
fSrmacos, sensibilidades del individuo y el grado de 
5 severidad de la enfermedad tambi6n deben tenerse en cuenta. 
La administracidn puede realizarse continuamente o 
periddicamente dentro de las dosis maxima toleradas. 

Cuando la composicidn segun la invencidn es 
una disolucidn inyectable, el medio liquido es, por 
10 ejemplo, agua destilada, quedando formulada la disolucidn 
de la siguiente manera: 

1 a 99% p/v del producto proteico 

0 a 99% v/v de agua destilada 

0,02% v/v de fenol 
15 0-0,12% v/v de formol de grado farmaceutico 

al 37%* 

Realizaciones de tales disoluciones y de su 
preparaci6n se especifican en los ejemplos. 

La presente invenci6n tiene especial 
20 aplicacidn en el tratamiento de pacientes HIV positivos. 
Hoy en dia, se considera que el efecto inmunosupresor del 
HIV puede atribuirse a la destruccion de los linfocitos CD4 
que se considera que juegan un papel muy relevante en la 
inmunorespuesta del individuo. Existen indicios para pensar 
25 que los productos proteicos de la presente invencion 
estimulan la prolif eracion de los linfocitos CD4 . 

Dosis viables para el tratamiento de 
pacientes con SIDA, son por ejemplo 1,0 o, pref erentemente 
2,0 unidades en 2 ml de agua para inyecciones, 
30 administradas cada dos dias intramuscularmente . 

Se ha podido comprobar que en pacientes 
afectados por el SIDA a los que se les inyectaron 
intramuscularmente dosis de 2,0 unidades de un producto 
proteico segun la invencidn, experimentaron incrementos en 
35 linfocitos CD4 (y tambien de linfocitos CD8), sin que se 
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produjeran efectos secundarios nocivos de relevancia. 

BREVE DESCRIPCI6H DE IAS FIGURAS 

Para ilustrar algunos aspectos de la 
invenci6n, en la descripcion detallada de la invenci6n se 
hara referenda a unas figuras que se anexan, en las que 

la figura 1 muestra los resultados de un 
andlisis por electroforeBis en gel de poliacrilamida 
(PAGE), de un producto proteico de acuerdo con la 
invenci6n ; 

la figura 2 muestra los resultados de unos 
andlisis Western Blot al que fueron sometidos muestras del 
producto proteico segun la invencion; 

la figura 3 resume los resultados de unos 
ensayos relativos a la respuesta in vivo de anticuerpos 
dependientes de celulas T; 

la figura 4 resume los resultados de unos 
primeros ensayos relativos a la activaci6n in vitro de 
celulas B; 

la figura 5 es el control de los primeros 
ensayos relativos a la activacion in vitro de celulas B en 
presencia de lipopolisacaridos (LPS); 

la figura 6 resume los resultados de unos 
ensayos relativos a la activacion in vitro de celulas T; 

las figuras 7 a 11 resumen los resultados de 
varios ensayos relativos a la blastogenesis de celulas T. 

DESCRIPCI6N DETAT.T.a pA DE LA INVENCI6N 

A continuacion se ilustrarS la invenci6n en 
base a algunos ejemplos de car£cter no-limitativo. 
Ejemplo 1: 

Materiales y ecaiipos 

Para obtener un producto proteico segun la invencion, se 
seleccionaron las siguientes cepas de bacilos: 

* B. Licheniformis CECT FCM-1 4913 

* B , Pumilus CECT FCM-1 4913 

* B. Ciculans CRflT— fpm— i 4913 
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* B. Amilolicuofaciens CECT FCM-1 4913 

* B. Lent us CECT FCM-2 4914 

* B. Cereus CECT FCM-2 4914 

* B. Subtilis CECT FCM-3 4915 

5 * B. Mesentericus CECT FCM-4 4916 

y se insertaron en cuatro viales distintos, a saber un 
primer vial con las DOS cepas CECT FCM-1 4913 , un segundo 
vial con las dos cepas CECT FCM-2-4914, un tercer vial con 
la cepa CECT FCM-3 4915, y un cuarto vial con las cepas 
10 CECT FCM-4 4916. 

Se dispusieron los siguientes equipos y 

materiales : 

una incubadora bacteriologica convencional 
con dispositivo de agitacion y regulacion de temperatura 
15 (36±1°C); 

- recipientes termicos de bano de agua; 

un equipo convencional PROSTAK de filtracidn 
de flujo cruzado con capacidades de filtraci6n de 40 a 
8001; 

20 " un equipo convencional de filtraci6n 

unidireccional con capacidad de filtracion de volumenes 
hasta 100 1; 

fennentadores convencionales para el cultivo 
de microorganismos con capacidades de f ermentacidn para 8,5 
25 1 y 800 1; 

un equipo refrigerador para temperaturas de 4 

a 8ec; 

un equipo congelador para temperaturas de - 

70ec; 

30 " matraces para la agitacion de cultivos con 

capacidades de 2 a 4 1; 

re cipientes de cristal de boca ancha con 
capacidades de 5 a 20 1; 

membranas de PVDF de 0,22 micras de tamaiio de 

35 poro; 
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contenedores de acero inoxidable con 
capacidad de 50 1, 100 1 y 200 1; 

medio de cultivo CM-P, comercializado por 

INQUIAROMA; 

5 " agua para inyeccion (Farmacopea Europea- FE) 

NaCl de calidad bacteriol6gica (FE); 
fenol ultrapuro (FE); 

soluci6n acuosa de f ormaldehido de grado 
farmac6utico al 37% (FE); 
10 - agente antiespumante STRUKTOL™ J 660. 

Propaaaci6n primaria de las cepas (=fase PPC) 

Se prepararon 2 litros de una primera 
solucion de cultivo, disolviendose 35 g del medio de 

15 cultivo CM-P por cada litro de agua, y se llenaron cuatro 
matraces con 500 ml de solucidn de cultivo cada uno. Cada 
una de las disoluciones se esterilizo a 121°C durante 15 
min sin necesidad de ajustar el pH. 

En la primera solucidn de cultivo se 

20 inocularon las cepas CECT FCM-1 4913, en la segunda 
soluci6n las cepas CECT FCM-2 4914, en la tercera soluci6n 
de cultivo la cepa CECT FCM-3 4915 y en la cuarta solucidn 
la cepa CECT FCM-4 4916. Se introdujeron los matraces 
recipientes con las disoluciones de cultivo inoculadas en 

25 una incubadora y se realizaron las incubaciones a 36+l°C y 
agitacion const ante a 100 rpm hast a que se obtuvo una 
suspensi6n bacilar con una densidad 6ptica a 620 nm de: 



Grupo de Cepas OD 62 0mn tiempo (h)* 

30 CECT FCM-1 4913 4 10 

CECT FCM-2 4914 8 15 

CECT FCM-3 4915 7 11 

CECT FCM-4 4916 4 12 



* = tiempo de finalizaci6n cultivo 

35 
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Se extrajeron los matraces y se etiquet6 cada 
uno de los matraces con la sigla PPC seguido de la fecha de 
preparacion y el nombre de la cepa inoculada. 
Propaaaci6n secundaria de las cepas (=fase PSCl 
5 Se prepararon 32 litros de una segunda 

soluci6n de cultivo disolviendose 35 g de medio de cultivo 
CM-P por cada litro de agua destilada, ajustdndose el pH a 
7+0.2 con H3PO4. La segunda soluci6n se verti6 en iguales 
proporciones en cada uno de los 4 f ermentadores con 
10 capacidad de 8,5 1. Se adiciond 1 ml de STRUKTOL™ J 660 a 
cada uno de los f ermentadores . 

La esterilizaci6n de la segunda soluci6n de 
cultivo se realiz6 durante 15 min a una temperatura de 
1216C. 

15 Cada una de las suspensiones bacilares 

obtenidas en la fase PPS se trans fir io respectivamente a 
uno de los cuatro f ermentadores con la segunda solucion de 
cultivo esterilizada, de tal manera que 

el primer fermentador contenia un cultivo con 

20 8 1 de la segunda solucion de cultivo y 500 ml de 
suspensi6n bacilar CECT FCM-1 4913; 

- el segundo fermentador contenia un cultivo 

con 8 1 de la segunda solucidn de cultivo y 500 ml de 
suspensi6n bacilar CECT FCM-2 4914; 

25 " el tercer fermentador contenia un cultivo con 

8 1 de la segunda soluci6n de cultivo y 500 ml de 
suspensi6n bacilar CECT FCM-3 4915; 

el cuarto fermentador contenia un cultivo con 
8 1 de la segunda solucion de cultivo y 500 ml de 

30 suspension bacilar CECT FCM-4 4916. 

Los cultivos se realizaron en sus respectivos 
f ermentadores a una temperatura de 36+l°C, una agitaci6n 
del medio de cultivo de 500+lOOrpm, con un flujo de aire de 
0,8 1/min, y oxigeno disuelto inicial igual a 98±2% 

35 (durante el cultivo >0%), hasta alcanzar una densidad 
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6ptica a 620 nm de: 

Grupo de Cepas OD 62 0nm tiempo <h)* 

CECT FCM-1 4913 4,4 6 

5 CECT FCM-2 4914 11 10 

CECT FCM-3 4915 8,9 9 

CECT FCM-4 4916 5,4 8 
* = tiempo de f inalizaci6n cultivo 



io Fermentacion principal (fase MF) 

En un fermentador se prepararon 800 litros de 
una tercera solucion de cultivo disolvi§ndose 35g de medio 
de cultivo CM-P por cada litro de agua, anadiendose 100 ml 
de Struktol™ J660, ajustdndose el pH a 7+0,2 con H 3 P0 4 2M, 

15 y esterilizandose a 121°C durante 15 minutos . Se inoculo la 
tercera solucidn con la segunda solucion de cultivo y 8,5 L 
de suspensi6n bacilar CECT FCM-1 4913 obtenida en la fase 
SPS, y se procedio a la f ermentacidn. Posterior y 
sucesivamente, se prepararon, inocularon y fermentaron de 

20 forma andloga sendos lotes de tercera s soluciones con las 
cepas CECT FCM-2 4914, CECT FCM-3 4915 y CECT FCM-4 4916, 
de manera que se fermentaron 

8,5 1 de cultivo SPS con cepas CECT FCM-1 

4913 en 800 1 de la tercera soluci6n de cultivo; 

25 8,5 1 de cultivo SPS con cepas CECT FCM-2 

4914 en 800 1 de la tercera solucion de cultivo; 

8,5 1 de cultivo SPS con cepas CECT FCM-3 

4915 en 800 1 de la tercera solucion de cultivo; 

8,5 1 de cultivo SPS con cepas CECT FCM-4 
30 4916 en 800 1 de la tercera solucidn de cultivo. 

Cada uno de los cultivos anteriormente 
mencionados se fermentaron a 36±1°C, con agitacion a 300 
rpm, flujo de aire est§ril de 0,8/1 min, pH 7+0,2 y oxlgeno 
disuelto inicial 98+2% (durante el cultivo >0%), hasta que 
35 se alcanz6 una fase de crecimiento estacionario en cada 
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cultivo en una densidad dptica a 620 nm de 



Grupo de Cepas OD 620 nm tiempo (h)* 

CECT FCM-1 4913 5 10 

5 CECT FCM-2 4914 27 14 

CECT FCM-3 4915 27 13 

CECT FCM-4 4916 6 12 

* = tiempo de finalizaci6n cultivo 



10 Cosecha 

Los cuatro cultivos obtenidos mediante la 
fase MF Be transf irieron en lotes a diversos contenedores 
de 50 1, etiquetSndose cada uno de ellos con las siglas FP, 
su fecha de preparaci6n y nombre de la cepa cultivada. 

15 

Preparaci6n de una suspensidn celular concentrada (fase 
SCO 

Se filtro cada uno de los cultivos cosechados 
en flujo cruzado en el equipo de filtraci6n PROSTAK con una 

20 membrana PVDF de 0,22 micras, hasta que se obtuvieron 
sendos cultivos 20 veces m£s concentrados que los 
respectivos cultivos cosechados. Poster iormente, cada uno 
de los cultivos concentrados se someti6 a diaf iltracidn con 
intercambio de soluci6n salina fisiol6gica en equipo 

25 PROSTAK con filtro de membrana de 0,22 micras con 150 1 de 
solucidn salina fisiologica, 10 1 de cada una de las 
suspensiones celulares concentradas se transf irieron a 
contenedores con capacidad de 20 1, etiquetdndose cada 
contenedor con las siglas CCS, su fecha de preparaci6n y 

30 nombre de la cepa cultivada. 
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0btenci6n de suspensiones de celulas lisadas por 
congelacion /calentamiento 

Cada grupo de contenedores con suspensiones 
celulares concentradas resultantes de la etapa SCC con la 
5 misma cepa, se sometio a un proceso criotermico 
repitiendose cuatro veces el siguiente ciclo: 

refrigerar a 4°C durante 3 horas en un equipo 

ref rigerador ; 

congelar a -40°C durante 18 horas en un 
10 equipo congelador; 

- descongelar poniendose en un equipo de 

calentamiento con agua caliente a 65°C hasta la total 
descongelacion . 

Al final de cada ciclo se realiz6 una cuenta 
15 de UFC y contenido total de protelnas (Kjeldahl) en cada 
una de las suspensiones de celulas lisadas, obteniendose 
los siguientes valores: 



Ciclo 
20 (g/1) 

antes ciclo 

1 

2 

3 

25 4 

Ciclo 

<g/i) 

antes ciclo 
30 1 
2 
3 
4 



cepa contenida 

CECT FCM-1 4913 

cepa contenida 

CECT FCM-2 4914 



CFU/ml 

lxlO 8 

<10 4 

2xl0 6 

2xl0 6 

2xl0 6 

CFU/ml 

5xl0 9 
lxlO 8 
5x10 6 
lxlO 4 
2xl0 4 



proteina total 

11,1 
11,8 
10,5 
10,5 
10,5 

proteina total 

9,4 
20,5 
18,3 
18,8 
20,8 
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Ciclo 

(g/i) 

antes ciclo 

1 

2 

3 

4 



cepa contenida 



CECT FCM-3 4915 



CFU/ml proteina total 



3xl0 10 

IxlO 4 

lxlO 4 

IxlO 4 

IxlO 4 



14,7 
16,8 
17,0 
17,0 
17,0 



10 



15 



20 



25 



30 



Ciclo 

(g/i) 

antes ciclo 

1 

2 

3 

4 



cepa contenida 



CECT FCM-4 4916 



CFU/ml proteina total 



6x10' 
2xl0 6 
2xl0 6 
2xl0 6 
IxlO 6 



8,3 
8,6 
9,7 

9,1 
9,6 



35 



Obtenc ion de extractos proteicos con el inareidente activo 
libre de detritus celular (fase IA1 

(a) Obtencidn de extractos proteicos filtrados (fase IAF) 

Se sometieron las suspensiones de celulas 
lisadas, agrupados respectivamente segtin las cepas de 
origen, resultantes del proceso criotermico a filtraci6n 
cruzada en equipo PROSTAK con filtro de membrana de 0,22 
inicras . 

Para conocer la cantidad de detritus 
celulares, se tomaron sendas muestras al final de cada 
proceso de filtraci6n cruzada y se determinaron los 
respectivos valores DO 620 antes y despues de centrifugar a 
4.000 rpm durante 15 minutos. La diferencia de absorbancia 
era en cada muestra menor a 0,1 y, por tanto, los extractos 
proteicos filtrados tenian calidades aceptables. Cada uno 
de los extractos resultantes de la fase IAF se etiquetd con 
las siglas IAF , su fecha de preparaci6n, y el nombre de la 
cepa de origen. 
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(*>) Diaf iltraci6n con intercambio de soluci6n 

salina fisiol6gica (IAP) 

Cada uno de los extractos proteicos 
resultantes de la fase IAP se someti6 a diaf iltraci6n en 
equipo PROSTAK con filtro de membrana de 0,22 micras con un 
volumen de soluci6n salina fisiol6gica (0,9%m/v) diez veces 
mayor que el volumen de los extractos proteicos filtrados, 
controlSndose la diaf iltraci6n por anSlisis del contenido 
total de proteinas (Kjeldahl) en el filtrado, hast a 
alcanzarse un contenido de proteinas 6ptimo de: 

Cepa contenida Protexna total (g/1) 

CECT FCM-1 4913 1,3 
CECT FCM-2 4914 5,9 
15 CECT FCM-3 4915 6,9 

CECT FCM-4 4916 2,5 

Cada uno de los extractos resultantes de la 
fase IAP (aproximadamente 40 1 por cada extracto) se 
20 introdujo en un contenedor que se etiquet6 con las siglas 
IAP, su fecha de preparaci6n, y el nombre de la cepa de 
origen . 

0btenci6 n del inorediente activo concentrado (fase IAC) 
25 Cada uno de los extractos resultantes de la 

fase PAI se someti6 a concentraci6n mediante un equipo de 
filtracidn a flujo cruzado en un equipo PROSTAK con filtro 
de membrana de 5000 daltons de diSmetro nominal de poro 
(Pellicon, Biomax 5k f Polietersulf on) para obtener una 
30 concentraci6n 1:2, es decir un volumen de aproximadamente 
20 1 de cada ingrediente activo resultante de la fase IAC. 

De cada ingrediente activo IAC se tomaron 
muestras para determinar su contenido en proteinas 
(Kjeldahl). El an£lisis de estas muestras se realiza para 
35 tener un control para comprobar que el procedimiento se 
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10 



15 



est£ realizando correctamente y, por tanto, es b£sicamente 
an£logo a la comprobaci6n en la fase IAP. 

Los ingredientes activos concentrados 
resultantes de la fase IAC se introdujeron en sendos 
contenedores etiquetados con las siglas IAC, la fecha de 
preparacidn, y el nombre de la cepa de origen. 

0btenci6n del principio activo esteril (fase IAE ) 

Cada uno de los ingrediente activos 
concentrados resultantes de la fase IAC se sometio a 
f iltraci6n en un equipo unidireccional con membrana PVDF de 
0,22 micras de poro. De cada principio esterilizado se tom6 
una muestra para ensayo de esterilidad despu6s de la 
filtracidn. El criterio de aceptaci6n es que la retenci6n 
de microorganismos en el filtro sea menor de 10 7 /cm 2 . En el 
presente caso, se obtuvieron los siguientes valores: 



20 



25 



30 



Cepa contenida Antes de la Retencion 

filtracion filtro 

UFC/cm 2 UFC/ cm 

CECT FCM-1 4913 <10 <H0 

CECT FCM-2 4914 40 7x1 0 2 

CECT FCM-3 4915 60 4xl0 2 

CECT FCM-4 4916 <10 <110 



Despues de la 
filtracion 

est§ril 
est§ril 
est6ril 
est6ril 



35 



Tambi6n se analiz6 la concentracidn de 
proteinas (Kjeldahl) para llevar un control del proceso y 
poder coxnprobar que 6ste se ha realizado correctamente. 
Para ello, se coge una muestra de la solucidn y se mide la 
concentraci6n de proteina. Este paso es andlogo a la 
comprobacidn en la fase IAP. 

Los principios activos resultantes se 
introdujeron en envase Nalgene etiquetados con las siglas 
IAE, la fecha de preparaci6n, y el nombre de la cepa de 
origen , y se almacenaron a 4°C en un ref rigerador . 
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Preparacion del producto proteico a aranel (fase Gl 

En recipiente adecuado, se dispusieron 100 1 
de agua para inyecci6n y se afiadieron, bajo agitaci6n 
constante, fenol a una concentraci6n de 0,2% (m/v), con 
respecto a un volumen de 200 1, solucidn de formaldehido a 
una concentraci6n de 0,02% (v/v), tambi^n con respecto al 
volumen de 200 1, y principios activos esterilizados 
provenientes de la fase IAE, en una relaci6n de IAE CECT 
FCM-1 4913 : IAE CECT FCM-2 4914 : IAE CECT FCM-3 4915 : 
IAE CECT FCM-4 4916, de 1:1:1:1, con referenda a sus 
respectivas concentraciones de protelnas. A la mezcla asi 
obtenida, se afiadi6 agua para inyeccidn hasta completar un 
volumen de aproximadamente 200 1 y se mantuvo en agitaci6n 
la mezcla resultante durante 30 minutos, obteni§ndose el 
producto a granel en bruto. 

El producto a granel, se someti6 a filtracion 
est6ril emple£ndose un equipo de filtracion unidireccional 
con membrana acoplada PVDF, de 0,22 micras, obteni£ndose un 
producto a granel esteril. Se someti6 una muestra a pruebas 
de esterilidad y de concentracion de proteinas (Kjeldahl) 
sigui6ndose las sistem£ticas y criterios seguidos en las 
pruebas de esterilidad y anaiisis de la proteina de las 
etapas anteriores . 

El producto a granel esteril se envas6 en un 
contenedor de Nalgene etiquetados con la sigla G, la fecha 
de preparaci6n, y los nombres de la cepas de origen, y se 
almaceno a 4°C en un refrigerado. 

Preparaci6n del producto dosificado para invecciones 

El producto a granel esteril se dispens6 en 
ampollas a razon de 2 ml por ampolla. 

Ejemplo 2: Se analizaron tres muestras del producto a 
granel obtenido en el ejemplo 1, para caracterizar su 
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componente proteico mediante electrof oresis en gel de 
poliacrilamida (PAGE). La muestras analizadas no precisaron 
preparacidn previa. 

La proteinas de cada una de las muestras se 
separaron mediante tecnicas PAGE, en geles estandar tris- 
glicina BIORAD 10% policrilamida, de BIORAD, EE,UU. 

Se emple6 un tamp6n desnaturalizador con 10% 
SDS y 5% 2-mercaptoetanol. El tamp6n de electrodo era el 
tampon Tris-glicina/SDS empleado convencionalmente para 
este tipo de gel (m§todo de Laemmli). 

Los par£metros de separacion fueron 125 V, 30 
mA (condiciones de partida) durante aproximadamente 90 min. 

A continuaci6n los geles se colorearon con 
azul Coomassie y se destineron para mostrar las bandas de 
proteinas, de acuerdo con el siguiente protocolo: 

Soluci6n de tintado de los geles (a 500 ml) 

Azul Coomassie 500 mg 

etanol 200 mg 

agua destilada 250 ml 
acido acetico glacial 50 ml 

Cada gel colored con 100 ml de solucion y se dejo 
permanecer alii durante al menos 30 minutos. 



Soluci6n de destintado de los geles (a 500 

ml) 

etanol 60 ml 

agua destilada 400 ml 

£cido acetico glacial 40 ml 



Cada gel permaneci6 en esta solucion durante una noche. 

Los resultados del ensayo PAGE se muestran en 
la figura 1 en la gue los numeros 1-2 tienen los 
siguientes signif icados : 
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1 = Columna de Sigma Marker No. M-4038 

2 = Columnas de los productos proteicos 

Como puede apreciarse, esta figura muestra 
diferentes bandas de distintas intensidades pero patrones 
5 de bandas prdcticamente identicos de los tres productos 
ensayados, lo cual es indicativo de que las muestras tenian 
la misma composicion de protelnas. 

Ejemplo 3: Se tomaron otras dos muestras del producto a 

10 granel del ejemplo 1 que se sometieron a anfilisis de 
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en las 
mismas condiciones que las descritas en el ejemplo 1. 

Posteriormente, las protelnas de cada 
muestra, separadas por PAGE de acuerdo con sus pesos 

15 moleculares, se electrotransf irieron a una sola membrana de 
nitrocelulosa para permitir ulteriores anfilisis . La 
metodologla correspondiente est£ descrita por Sambrock, 
Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning - A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor (1989). 

20 Se utiliz6 una camara de electrotransf erencia 

LINUS, con tris-glicina de LINUS como tamp6n de 
electrotransf erencia, a 200 raA, 40 V y durante 2 horas. 

Las membranas sobre las que se transf irieron 
las protelnas separadas por PAGE correspondientes a cada 

25 una de las muestras se sometieron a inmunoensayo con 
anticuerpos policlonales producidos en conejos que se 
habian obtenido previamente mediante tratamiento con un 
lote diferente del producto proteico obtenido de acuerdo 
con el metodo descrito en el ejemplo 1 y que se encontraba 

30 en suero de cone jo almacenado a -180°C. 

Dado que la reacci6n antxgeno-anticuerpo es 
muy especifica y, por tanto la uni6n del producto proteico 
a las bandas, cada una de las cuales corresponde a una 
prbteina de la preparacion, generada por cada una de las 

35 muestras es indicativa de la presencia de protelnas comunes 
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en la preparacion empleada para inmunizar los conejos, y, 
en consecuencia, puede servir de control de calidad de las 
nuevas preparaciones que se generaron. 

Para la obtenci6n del suero con anticuerpos 
5 policlonales generados en conejo del producto proteico 
segun la invenci6n se procedio de la siguiente manera. 

Se seleccionaron dos conejos albinos New 
Zealand White, un macho y una hembra, j6venes y sanos y se 
mantuvieron aislados y en observacidn durante 5 dias para 
10 la aclimatacion al entorno de la instalacidn. Despu£s del 
periodo de aclimatacion y no habiendose podido observar 
ninguna anomalia en los aniraales, se sigui6 el siguiente 
programa : 

Via de administraci6n: inyeccion intramuscular 

15 Dias de administraci6n : 1, 7, 14, 17 

La administraci6n intramuscular se realiz6 
mediante jeringuillas desechables con agujas de calibre 
16x0, 5mm y se aplicaron a cada animal en la cara posterior 
de las pata trasera, alternando los lados derecho e 

20 izquierdo. 

El dia 23 se dio por finalizado el ensayo y 
se procedio al sacrificio de los animales, previamente 
anestesiados por inyeccidn intraperitoneal de pentotal 
sddico en solucion acuosa, por exanguinaci6n, extray6ndose 
25 la sangre por punci6n cardiaca. La sangre se recogi6 sin 
ningfin tipo de aditivo, y el suero se obtuvo por 
centrifugaci6n a baja velocidad. 

El suero obtenido (40ml) se homogeneiz6, 
alicuoteo en criotubos de 1 y 4,5ml, referenciado como 
30 M Suero-97" y se congel6 a -180°C en nitr6geno liquido. 

La metodologia seguida es en si convencional 
y corresponde a los descrito en: 

Donovan, J. y Brown, P., 1995a, Parenteral 
injections in current protocols in immunology; 1.6,1- 
35 1.6.10; John Wiley & Sons, New York 
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Current Protocols in Molecular Biology , 1994, 
Ed, Virginia Benson Chanda 

Hurrell J.G.R. ed. 1982, Monoclonal Hybridoma 
Antibodies: Techniques And Applications, CRC Press, Boca 
5 Raton, Fla. 

Lagone, J.J. y Van Vunakis, H.H. Eds. 1986, 
Iramunologial Techniques, Part I: Hybridoma Technology And 
Monoclonal Antibodies, Methods Enzymol., 121:1-947 

En vistas de que es posible detectar 

10 anticuerpos primarios, que se han unido a las proteinas, 
empleandose una tecnica que implica el uso de un segundo 
anticuerpo marcado generado en un hu^sped diferente del que 
se us6 para la generaci6n del primer anticuerpo, se emple6 
tambien tal segundo anticuerpo generado en cabras, sensible 

15 a la luz y a cadenas pesadas de IgG de conejo, y que en 
consecuencia era capaz de detectar cualquier anticuerpo de 
conejo ligado a la proteinas en las membrana de 
nitrocelulosa. Cada uno de los segundos anticuerpos 
presenta un marcador (peroxidasa de r&bano picante, de 

20 PIERCE, Rockford, Illinois, Estados Unidos de America) que 
permite la visualizaci6n de la presencia de tales 
anticuerpos en la membrana cuando se anade un reactivo, 4- 
cloronaftol, que produce una coloraci6n violeta. 

El segundo anticuerpo empleado en el presente 

25 ensayo fu§ un anticuerpo comercial IMMUNOPURE GOAT ANTI- 
RABBIT IgG (H+L) <n° de producto: 31460; n2 de ote: 
96060545) de PIERCE de Rockford, Illinois, Estados Unidos 
de America. 

Cada una de las bandas violetas en cada una 
30 de las membranas de nitrocelulosa corresponde a una 
proteina especifica que tambien se encontraba en la 
preparacion de control del producto proteico que se habia 
empleado para inraunizar los dos conejos, de cuyo suero se 
habia extraido el primer anticuerpo. 
35 Para el tratamiento de cada una de las 



HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 



WO 99/06441 PCT/ES98/00219 



27 



membranas se emplearon las siguientes composiciones : 
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Soluci6n 1: PBS (sin Ca ni Mg) 300 ml 
Tween 20 150 ^1 

Solucidn 2: solucidn 1 50 ml 

BSA 500 mg 

Leche en polvo 2,5g 

Soluci6n 3: solucidn 1 50 ml 

BSA 250 mg 

Solucidn de lavado: 

PBS (sin Ca ni MG) 200 ml 
leche en polvo 1 g 

Tween 20 100 ^1 

15 Primera solucidn de anticuerpo (1/100): 

primer anticuerpo 200 ^1 

soluci6n 3 20 ml 

Segunda solucidn de anticuerpo (1/1500): 

segundo anticuerpo (PIERCE) 60 ^1 
20 soluci6n 3 30 ml 

solucidn Tris-HCl: 

Tris HC1 160 mg 

NaCl 820 mg 

agua destilada 100 ml 

25 soluci6n 4-CN: 

4-cloronaftol (PIERCE) 30 mg 

etanol 10 ml 

solucidn reveladora: 

solucidn Tris-HCL 50 ml 

30 solucidn 4-CN 5 ml 

H 2 0 2 10% 

Cada membrana de nitrocelulosa con las proteinas 
transf eridas, se sometid al siguiente tratamiento: 
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Doble lavado en la soluci6n 1 durante 1 min; 
Incubaci6n en la solucion 2 durante 8 horas; 
Doble lavado en la soluci6n 1 durante 30 min; 

* Incubaci6n en la soluci6n del primer 
5 anticuerpo durante 2 horas; 

* Cuatro lavados en la solucidn de lavado 
durante 10 min; 

* Incubaci6n durante 2 horas en la solucion del 
segundo anticuerpo; 

10 * Cuatro lavados en la soluci6n de lavado 

durante 10 min; 

* Revelado en la soluci6n de revelado durante 
30 min; 

* Lavado con agua ultrapura y mantenimiento en 
15 oscuridad hasta el momento en el que se realizan las 

fotograf las. 

DespuSs de este tratamiento, las membranas de 
nitrocelulosa se fotograf iaron. Las fotografias se muestran 
en la fig. 2. 

20 De acuerdo con lo que se desprende de la fig. 

2, las muestras analizadas mostraron patrones de bandas e 
intensidades de bandas practicamente id§nticas, es decir, 
fueron homog6neas entre si en cuanto a sus composiciones en 
proteinas y f rente al suero de cone jo. 

25 Ensavos de actividad bioloaica 

Se evaluo la inmunoestimulaci6n en base a 
ensayos realizados con muestras del producto proteico 
obtenidas segun el ejemplo 1. Las muestras se identifican 
como FR-91. 

30 Respuesta in vivo T-dependiente usando el 

ensayo de celulas formadoras de plaquetas 

Se inmunizaron dos ratones con 0,025-0,3 ml 
de FR-91 por cada rat6n. 

Los ratones se sacrificaron mediante 
dislocacion cervical y se extra jo el bazo de cada uno. 



35 
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Despu€s de cuatro dias, se mezclaron las 
inmunoglobulinas conjugadas con proteinas SRBC con los 
linfocitos espl6nicos, entre los que se encuentran celulas 
productoras de anticuerpos especificos, y se incubaron en 
un medio semis61ido de soporte para permitir que los 
anticuerpos secretados se unan con la superficie de los 
eritrocitos. A continuaci6n, se anadi6 un complemento con 
especificidad contra anticuerpos conjugados a SRBC a la 
mezcla, despu§s de lo cual se midieron las zonas libres de 
lisis (placa) para evaluar la activaci6n de linfocitos. 

De acuerdo con lo que se desprende de la fig. 
3, la muestras con FR-91 presentaron un numero aumentado de 
c§lulas productoras de anticuerpos T-dependientes en 
ratones inmunizados con celulas sanguineas rojas de oveja, 
15 lo cual es indicativo de que FR-91 es eficaz en el sistema 
inmune relacionado con muchos tipos de linfocitos. 

2) Activacion in vitro de celulas B, empleandose 
ensayo de celulas formadoras de placas 

Se anadieron muestras de FR-91 a esplenocitos 
20 realiz£ndose concentraciones finales desde 100:1 (1%) hasta 
10000:1 (0,01%) y se midi6 el nivel de celulas productoras 
de anticuerpos T-dependientes con o sin lipopolisacdridos 
empledndose un ensayo de celulas formadoras de plaquetas. 

De acuerdo con lo que se desprende de las 
25 figuras 4 y 5, la adicidn de FR-91 pr£cticamente no causo 
incremento alguno en la prolif eraci6n o activaci6n de 
c61ulas B, al tratarse esplenocitos con o sin 
lipopolisacaridos . 

3) Activacion in vitro de celulas T 

30 Al cultivarse conjuntamente linfocitos de dos 

diferentes cepas endog<imicas, las celulas empiezan a 
proliferar en respuesta a las diferencias antigenicas en 
los linfocitos alogSnicos. La intensidad de esta reacci6n 
de linfocitos mixtos (MLR) puede cuantif icarse anadi^ndose 

35 timidina marcada con tritio al medio de cultivo. Dado que 
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las c§lulas prolif eran, la timidina radioactiva se 
incorpora en el ADN de las c61ulas descendientes . El grado 
de la prolif eracion se determina cosechSndose las cSlulas, 
someti6ndolas a llsis, y midi6ndose la cantidad de timidina 
5 radioactiva incorporada en el ADN la cual es directamente 
proporcional al nivel de prolif eraci6n. 

En base a la metodologla anteriormente 
definida, se realiz6 el siguiente ensayo: 

* Se mezclaron linfocitos de dos diferentes 
10 cepas endogamicas en unos micropocillos. 

* Se anadieron muestras diluidas en serie de 
FR-91 en concentraciones 100:1, 1000:1 y 10000:1 a los 
micropocillos . 

* Despu6s de cultivar 4 dias, se anadi6 
15 timidina tritiada [ 3 H] a las respectivas mezclas (C 10 3 H 14 N 2 

0 5 ; SIGMA de SIGMA Corp., EE.UU.). 

* Despues de cultivar durante 20 horas, se 
cosecharon c§lulas de los cultivos en los micropocillos en 
una tira de papel-f iltro, y se midio la timidina [ 3 H] 

20 incorporado en el ADN de las respectivas muestras y se 
compararon con una muestra de control sin FR-91. 

De acuerdo con lo que se desprende de la 
figura 6, FR-91 incremento fuertemente la prolif eraci6n de 
celulas T. 

25 4) Blastogenesis de celulas T 

Se anadieron muestras de FR-91 diluidas en 
serie a esplenocitos , con concentraciones finales de 100:1, 
1000:1 y 10.000:1 y se introdujeron en micropocillos. 

Se trataron micropocillos respectivamente 
30 identificados, con lipopolisacaridos, mitogeno de pokeweed, 
fitohematoglutinina, concanavalina A como mitogeno 
estdndar, a una concentraci6n final de l^g/pocillo. 

Se midi6 el nivel de prolif eraci6n de celulas 
T y B mediante ensayos de incorporacion de timidina [ 3 H]. 
35 Los resultados se reflejan en las figuras 7-11. 
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De acuerdo con lo que se desprende con la 
fig. 7, FR-91 increment© intensamente la inmunidad de 
esplenocitos sin ningtin mit6geno. 

La fig. 8 muestra que FR-91 produce un efecto 
sin^rgico con concanavalina A, la cual es un mit6geno de 
las celulas T. 

La fig. 9 evidencia que FR-91 presenta un 
sinergismo fuerte con f itohematoglutinina, la cual es un 
mit6geno de las celulas T. 

La fig. 10 evidencia que FR-91 y los 
lipopolisacAridos, los cuales son mitogenos de las c§lulas 
B, no presentan sinergia alguna. 

La fig. 11 demuestra, a una concentraci6n de 
100:1, que FR-91 produce algtin efecto sinergico con 
mitogeno de pokeweed, el cual es un mit6geno comun de T y 
B. 

De lo anterior se desprende que FR-91 
incrementa sustancialmente la prolif eracion y activacion 
de celulas T, pero no presenta efectos en cuanto a las 
c§lulas B. 
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RBIVIMDICACIOHBS 

!• Producto proteico que comprende fracciones de 

p§ptidos, proteinas y otras mol6culas, extraidos de bacilos 
apat6genos, caracterizado porque 

el producto es al menos un extracto proteico 
y comprende proteinas, peptidos y otras mol6culas, 
obtenidos a partir de lis is celular de al menos una de las 
de cepas de bacilos termorresistentes y esporulados, 
seleccionadas de al menos uno de los siguientes grupos: 

- un primer grupo compuesto por cepas de B. 
Licheniformis, B. Circulans 2 , B. Pumilus . B. Macerans . B. 
Amilolicuof aciens . y cepas modificadas de las mismas; 

- un segundo grupo compuesto por cepas de B, 
Cereus 1 , B. Cereus 2 . B . Lentus 1 , B . Lentus 2 y cepas 
modificadas de las mismas; 

- un tercer grupo compuesto por cepas de B. 
Subtilis y cepas modificadas de las mismas; 

- un cuarto grupo compuesto por cepas de B. 
Mesentericus y cepas modificadas de las mismas. 

2 - Producto proteico segun la reivindicaci6n 1, 

caracterizado porque comprende 

- al menos una primera fracci6n de proteinas, 
peptidos y mol£culas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B . Lichenif ormis , 

IL Circula ns 2 . B> Pumilus , B . Macerans . b. 

Amilolicuof aciens : 

- al menos una segunda fraccidn de proteinas, 
peptidos y molSculas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B . Cereus 1 . B. 
Cereus 2 . B. Lentus 1 . B. Lentus 2 : 

al menos una tercera fracci6n de proteinas, 
peptidos y moleculas obtenidas a partir del f raccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B. Subtilis : 

al menos una cuarta fraccion de proteinas, 
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p6ptidos y moleculas obtenidas a partir del fraccionamiento 
celular, seleccionada entre extractos de B. Mesentericus . 

3 * Producto proteico segtan la reivindicacion 1, 

caracterizado porque comprende 

al menos un primer extracto que contiene 
proteinas, p^ptidos y moleculas, obtenido a partir del 
fraccionamiento celular a partir de cepas de bacilos del 
genero Subtilis; 

al menos un segundo extracto que contiene 
proteinas, p6ptidos y moleculas, obtenido a partir del 
fraccionamiento celular de cepas de bacilos del genero 
Cereus ; 

al menos un tercer extracto que contiene 
proteinas, pgptidos y moleculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del genero Mesentericus ; 

al menos un cuarto extracto que contiene 
proteinas, pSptidos y moleculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del genero Lichenif ormis ; 

- al menos un quinto extracto que contiene 

proteinas, p6ptidos y moleculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del genero Lentus; 

al menos un sexto extracto que contiene 
proteinas, p6ptidos y moleculas, obtenido a partir de cepas 
de bacilos del genero Pumilus . 

4 - Producto proteico segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las cepas de 
bacilos est£n seleccionadas entre cepas naturales y cepas 
modif icadas. 

5 - Producto proteico segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque las cepas de bacilos del primer grupo 
son cepas modif icadas CECT FCM-1 4913. 
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6* Producto proteico segfin la reivindicaci6n 1, 

caracterizado porque las cepas de bacilos del segundo grupo 
son cepas modificadas CECT FCM-2 4914. 

5 7 * Producto proteico segtin la reivindicaci6n 1, 

caracterizado porque las cepas de bacilos del tercer grupo 
son cepas modificadas CECT FCM-3 4915. 

8 » Producto proteico segun la reivindicaci6n 1, 

10 caracterizado porque las cepas de bacilos del cuarto grupo 
son cepas modificadas CECT FCM-4 4916. 

9. Producto proteico segtin la reivindicaci6n 2 o 3, 
caracterizado porque las cepas modificadas de B. Subtilis 

15 son cepas CECT FCM-3 4915. 

10. Producto proteico segun la reivindicacion 2 o 
3, caracterizado porque las cepas modificadas de B . Cereus 
son cepas CECT FCM-2 4914. 

20 

11* Producto proteico segun la reivindicaci6n 2 o 

3, caracterizado porque las cepas modificadas de B. 
Mesentericus son cepas CECT FCM-4 4916. 

25 12. Producto proteico segun la reivindicaci6n 2 o 

3, caracterizado porque las cepas modificadas de B. 
Lichenifonnis son cepas CECT FCM-1 4913. 

13 • Producto segtin la reivindicacion 2 o 3, 
30 caracterizado porque las cepas modificadas de B. Lentus son 

cepas CECT FCM-2 4914. 

14 • Producto segtin la reivindicacidn 2 o 3, 
caracterizado porque las cepas modificadas de B. Pumilus 

35 son cepas CECT FCM-1 4913. 
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15 • Procedimiento para la obtencion del extracto 

proteico, caracterizado porque comprende las etapas de 

seleccionar al menos una cepa 

5 termor res istente y esporulada de al menos uno de los 
siguientes grupos: 

un primer grupo compuesto por cepas de B. 
Licheniformis, B. Circulans 2 , B. Pumilus . B. Macerans . B^ 
Amilolicuof aciens . y cepas modificadas de las mismas; 
10 " un segundo grupo compuesto por cepas de B. 

Cereus 1 , B. Cereus 2 , B . Lentus 1 . B . Lentus 2 y cepas 
modificadas de las mismas; 

un tercer grupo compuesto por cepas de B. 
Subtilis y cepas modificadas de las mismas; 
15 " un cuarto grupo compuesto por cepas de B. 

Mesentericus y cepas modificadas de las mismas; 

anadir una inoculacion de dicha cepa a una 
disolucion acuosa de un medio de cultivo, para obtener un 
medio de cultivo inoculado, 
20 " ajustar la temperatura del medio de cultivo 

inoculado en funci6n de un crecimiento 6ptimo de la cepa; 

cultivar la cepa hasta alcanzar una densidad 
optica maxima hasta obtener un cultivo que contiene una 
masa bacilar; 

25 " obtener un extracto proteico de las masas 

bacilares mediante las etapas de 

separaci6n de la masa bacilar del cultivo 

hasta obtener bacilos en suspension; filtraci6n cruzada 

sobre un filtro con un di&metro de poro inferior a 0,22 
30 micras hasta obtener un cultivo concentrado con un rango de 

concent raci6n de 10 a 20; 

someter el cultivo concentrado a 

diaf iltraci6n con intercambio de solucidn salina 

fisiol6gica; 

35 ~ obtener un extracto que comprende proteinas, 
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pgptidos y mol6culas que forman el principio activo 
mediante las fases de 

someter el cultivo concentrado a lisis 
celular, mediante un proceso criot^rmico que comprende un 
ciclo con una primera fase a temperaturas entre 2 y 8°C 
durante varias horas y una segunda fase de frlo a una 
temperatura inferior a -40°C durante al menos 8 horas, y 
una tercera fase en bafio de agua a temperaturas entre 
temperatura ambiente y 70°C; repetir dicho ciclo al menos 
dos veces, hasta obtener un concentrado de lisado celular 
que contiene un resto celular y el principio activo; 

separar el resto celular del principio activo 
sometiendo el concentrado de lisado celular a filtracion de 
flujo cruzado con diaf iltraci6n en una membrana de tamano 
de poro inferior o igual a 0,22 micras con un rango de 
diluci6n de 1:10, para obtener un filtrado de extracto 
proteico bruto que contiene un principio activo que 
comprende proteinas, peptidos y moleculas provenientes de 
la lisis celular; 

concentrar el filtrado utiliz^ndose un filtro 
de tamafio de poro tal que las proteinas de peso molecular 
superior a 5000 daltons quedan retenidos por encima del 
filtro en una solucion acuosa; 

filtraci6n est€ril del filtrado concentrado 
por un filtro de tamano de poro igual o inferior a 0,22 
micras hasta obtener un primer extracto proteico 
esterilizado que contiene el principio activo; 

opcionalmente, mezclar el primer extracto 
proteico esterilizado, con al menos un segundo extracto 
proteico preparado andlogamente al primer extracto. 

16 • Procedimiento segfin la reivindicaci6n 15, 

caracterizado porque la disoluci6n acuosa comprende entre 
19 y 200g de un medio cultivo por cada litro de agua de 
calidad microbiol6gica. 
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17. Procedimiento segun la reivindicacion 15, caracterizado 
porque la disolucion acuosa se ajusta a un pH de. 7.0+0 r 2. 

18 • Procedimiento segtin la reivindicaci6n 15, 
caracterizado porque la disoluci6n acuosa se esteriliza a 
al menos 121°C durante 15 a 20 minutos. 

19 • Procedimiento segtin la reivindicaci6n 15, 
caracterizado porque la temperatura del medio de cultivo 
inoculado en funcidn se ajusta a una temperaturas entre 18 
a 40°C. 

20 • Procedimiento segun la reivindicacion 15, 

15 caracterizado porque se aplica ventilacidn forzada por aire 
filtrado al medio de cultivo inoculado hasta el inicio de 
la fase de crecimiento de la cepa sometiendose el medio de 
cultivo inoculado a una presion de aire de 0,5 a 1 1/min. 

20 21 • Procedimiento segun la reivindicacion 15, 

caracterizado porque el cultivo concentrado se obtiene 
mediante concentracion celular de la masa bacilar en el 
cultivo mediante centrifugacidn, cicldn u otros 
procedimientos en si convencionales . 



25 



30 



22 • Procedimiento segtin la reivindicaci6n 15, 

caracterizado porque antes de la concentracion celular de 
la masa bacilar se separa y analiza una parte alicuota del 
cultivo antes de la concentraci6n para obtener datos de 
"bacilos en suspensi6n M para obtener datos indicativos del 
grado de la concentraci6n. 



23 • Procedimiento segtin la reivindicacidn 15, 

caracterizado porque el cultivo concentrado somete a la 
35 diafiltracion con un filtro de membrana con un tamano de 
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poro igual o inferior a 0,22 micras. 



24. Procedimiento segun la reivindicaci6n 15, 

caracterizado porque la segunda fase del ciclo del proceso 
5 criot£rmico se realiza a - 40 y -50°C durante 8 a 12 horas 
y porque la tercera fase se realiza a una temperatura 
entre 60 y 70°C. 



25. Procedimiento segun la reivindicaci6n 15, 

10 caracterizado porque el proceso criotermico se compone de 4 
de dichos ciclos. 



26. Procedimiento segun la reivindicacidn 15, 

caracterizado porque el calentamiento para alcanzar la 
15 descongelacidn completa del cultivo concentrado se realiza 
a una temperatura inferior a 65°C. 



27. Procedimiento segun la reivindicaci6n 15, 
caracterizado porque el descongelado se mantiene en reposo 

20 durante al menos 5 minutos en una cuarta fase de cada ciclo 
del proceso criot6rmico. 

28. Procedimiento segun la reivindicaci6n 15, 
caracterizado porque el primer extracto proteico 

25 esterilizado se obtiene a partir de al menos un cepa de 
dicho primer grupo y porque el segundo extracto proteico 
esterilizado se obtiene a partir de al menos un cepa de 
dicho segundo grupo. 

30 29. Procedimiento segun la reivindicaci6n 28, caracterizado 
porque el primer extracto proteico esterilizado y el 
segundo extracto proteico esterilizado, se mezclan ademSs 
con un tercer extracto proteico esterilizado obtenido a 
partir de al menos una cepa de dicho tercer grupo, 

35 habi^ndose preparado dicho tercer extracto proteico 
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esterilizado por procedimientos analogos a los del 
procedimiento de preparaci6n del primer extracted 

30* Procedimiento Begun la reivindicaci6n 29, caracterizado 
5 porque el primer extracto proteico esterilizado, el segundo 
extracto proteico esterilizado, y el tercer extracto 
proteico esterilizado, se mezclan adem&s con un cuarto 
extracto proteico esterilizado obtenido a partir de al 
menos una cepa de dicho cuarto grupo, habi§ndose preparado 
10 dicho cuarto extracto proteico esterilizado por 
procedimientos an&logos a los del procedimiento de 
preparacidn del primer extracto. 

31. Procedimiento segun la reivindicacion 28, 

15 caracterizado porque el primer extracto proteico 
esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT FCM-1 4913, 
el segundo extracto proteico esterilizado se obtiene a 
partir de cepas CECT FCM-1 4914. 

20 32. Procedimiento segun la reivindicacion 29, 

caracterizado porque el primer extracto proteico 
esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT FCM-1 4913, 
el segundo extracto proteico esterilizado se obtiene a 
partir de cepas CECT FCM-2 4914 y el tercer extracto 
proteico esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT 
FCM-3 4915. 



25 



30 



33 • Procedimiento segun la reivindicaci6n 30, 

caracterizado porque el primer extracto proteico 
esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT FCM-1 4913, 
el segundo extracto proteico esterilizado se obtiene a 
partir de cepas CECT FCM-2 4914, el tercer extracto 
proteico esterilizado se obtiene a partir de cepas CECT 
FCM-3 4915, y el cuarto extracto proteico esterilizado se 
35 obtiene a partir de cepas CECT FCM-4 4916. 
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34 • Procedimiento segun cualquiera de las 

reivindicaciones 28 a 33, caracterizado porque los 
extractos proteicos esterili2ados se mezclan en 
5 proporciones iguales referidas a sus respectivas 
concentraciones de proteinas. 

35 • Composici6n farmac6utica caracterizada porque 

contiene un producto proteico segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 14 y un soporte f armaceuticamente 
aceptable . 



10 



36 • Composici6n farmaceutica caracterizada porque 
contiene un producto proteico segun cualquiera de las 

15 reivindicaciones 1-14, en disolucidn en un medio llquido. 

37 • Coinposicion segun la reivindicaci6n 36 , 
caracterizada porque el medio liquido es una disoluci6n 
acuosa. 



20 



25 



30 



38 • Composici6n segtin la reivindicaci6n 36, 
caracterizada porque 

el medio liquido es agua destilada. 

39 • Composicion segtin la reivindicaci6n 38, 
caracterizada porque contiene 

1 a 99% p/v del producto proteico 

0 a 99% v/v en peso de agua destilada 

0-0,2% v/v de fenol 

0-0,12% v/v de formol de grado farmaceutico al 37%. 



40 • Uso de un producto proteico segun cualquiera 

de las reivindicaciones 1-14, en la fabricaci6n de 
medicamentos destinados a la prevenci6n y al tratamiento de 
35 trastornos en individuos con sindromes de 
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inmunodef iciencias . 

41. Uso segun la reivindicaci6n 40, en la 
fabricacion de medicamentos para la prevencion y el 

5 tratamiento del SIDA. 

42. Uso segun la reivindicacion 40, en la 
fabricaci6n de medicamentos para el la prevenci6n y el 
tratamiento de linfocitopenia T CD 4+ idiopatica. 

10 

43. Uso de un producto proteico segun cualquiera 
de las reivindicaciones 1-14 , en la f abricacion de 
medicamentos destinados a la prevencion y al tratamiento de 
trastornos en individuos con sindromes de autoinmunidad. 

15 

44. Uso segun la reivindicaci6n 43, en la 
fabricacion de medicamentos para la prevencion y el 
tratamiento de cualquiera de los sindromes relacionados con 
esclerosis multiple, Lupus eritematoso sist<§mico, artritis 

20 reumatoide, espondilitis anquilosante y psoriasis. 

45. Uso de un producto proteico segtin cualquiera 
de las reivindicaciones 1-14, en la fabricacion de 
medicamentos destinados a la prevencion y al tratamiento de 

25 trastornos en individuos afectados por procesos 
neoplasicos. 

46. Uso segtin la reivindicaci6n 45, en la 
fabricacion de medicamentos para la prevenci6n y el 

30 tratamiento de cualquiera de los sindromes relacionados con 
procesos neoplasicos seleccionados entre leucemias, 
mielomas, linfomas, tumores cerebrales y de la m§dula 
espinal, c£ncer de piel, neoplasia de tiroides, neoplasias 
de gl&ndulas suprarrenales, tumores del aparato 

35 genitourinario masculino y femenino, tumores cardiacos, 
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tumores del tracto gastrointestinal, tumores de pulmon, 
pleura y mediastino, y neoplasias de huesos y cartilagos. 

47. Uso de un producto proteico segun cualquiera 

5 de las reivindicaciones 1-14 , en la fabricacidn de 
medicamentos destinados a la prevenci6n y al tratamiento de 
trastornos en individuos con slndromes relacionados con 
enf ermedades degenerativas . 

10 48. Uso segun la reivindicacion 47 , en la 

fabricaci6n de medicamentos para la prevencion y el 
tratamiento de la artrosis. 

49. Uso de un producto proteico segtin cualquiera 

15 de las reivindicaciones 1-14, en la fabricaci6n de 
medicamentos destinados a la prevencion y al tratamiento de 
trastornos en individuos con slndromes relacionados con 
enf ermedades inf lamatorias intestinales . 

20 50. Uso segun la reivindicaci6n 49, en la 

fabricaci6n de medicamentos para la prevencion y el 
tratamiento de la enfermedad de Crohn. 

51. Uso segtin de un producto proteico segun 

25 cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la fabricaci6n 
de medicamentos destinados a la prevenci6n y al tratamiento 
de trastornos en individuos con slndromes relacionados con 
hepatitis. 

30 52. Uso segun de un producto proteico segtin 

cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la fabricacion 
de medicamentos destinados a la prevenci6n y al tratamiento 
de trastornos en individuos causados por priones. 

35 53. uso segtin la reivindicaci6n 52, en la 
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fabricaci6n de medicamentos para la prevencion y el 
tratamiento de la enfermedad de Creutzf eldt- Jakob. 
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